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1. Imie¢ i nazwisko.

Maciej Dawidowski

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe.

Dyplom doktora nauk farmaceutycznych, Warszawski Uniwersytet Medyczny, rok 2010.
Tytut pracy: ,,Synteza, struktura oraz potencjalne witasciwosci przeciwdrgawkowe nowych,

chiralnych pochodnych 2,6-diketopiperazyny”, praca wyrézniona (summa cum laude)

Dyplom magistra farmacji, Akademia Medyczna w Warszawie, rok 2005, dyplom z

wyrdznieniem.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych .

04.2013 — obecnie = Naukowiec, Institute of Structural Biology, Helmholtz Zentrum
Miinchen, Deutsches Forschungszentrum fiir Gesundheit und Umwelt
oraz Lehrstiihl fiir Biomolekular NMR Spektroskopie, Department

Chemie, Technische Universitdt Miinchen

09.2010 - obecnie = Adiunkt, Katedra 1 Zaklad Technologii Lekow 1 Biotechnologii

Farmaceutycznej , Warszawski Uniwersytet Medyczny

08.2005-09.2010 Asystent, Katedra i Zaktad Technologii Lekéw 1 Biotechnologii

Farmaceutycznej , Warszawski Uniwersytet Medyczny

4. Osiagniecie stanowigce podstawe habilitacji — wynikajace z art. 16, ust. 2 ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i

tytule w zakresie sztuki (Dz.u. nr 65, poz. 595, z p6Zn. zm.)
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a) Tytul osiagnie¢cia naukowego

,Zastosowanie wielokomponentowej reakcji Ugi jako kluczowego etapu syntezy nowych

pochodnych 2,6-diketopiperazyny o wysokiej aktywnosci przeciwdrgawkowej w zwierzecych

modelach epilepsji”

Na osiagniecie naukowe sktada si¢ cykl 6 publikacji powigzanych tematycznie. Zostaty one

opublikowane w latach 2012-2014 w czasopismach zagranicznych o sumarycznym

wspotczynniku IF 12,724 oraz tacznej punktacji MNiSW 145 pkt. We wszystkich tych

publikacjach jestem autorem pierwszym, korespondujacym.

b) Wykaz publikacji

H-1.

H-2.

H-3.

M. Dawidowski, F. Herold, J. Turlo, M. Wilczek, A. Chodkowski, A. Gomoika, J.
Kleps Synthesis of Bicyclic 2,6-Diketopiperazines via a Three-Step Sequence
Involving an Ugi Five-Center, Four-Component Reaction Tetrahedron 68, (2012),
8222-8230; 1F2912=2.803; 30 pkt. MNiSW

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji i koordynowaniu
badan, otrzymaniu wiekszosci zwiqgzkow, interpretacji i opracowaniu wynikow oraz
przygotowaniu publikacji. Moj udzial procentowy szacuje na 70%.

M. Dawidowski, M. Wilczek, K. Kubica, M. Skolmowski, J. Turlo Structure—
activity relationships of the aromatic site in novel anticonvulsant pyrrolo[l,2-
alpyrazine derivatives Bioorg. Med. Chem. Lett. 23, (2013), 6106-6110;
1F3013=2.331, 25 pkt. MNiSW

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na stworzeniu koncepcji i koordynowaniu
badan, zaprojektowaniu nowych zwigzkow i otrzymaniu wigkszosci z nich,
interpretacji i opracowaniu wynikow oraz przygotowaniu publikacji. Moj udzial
procentowy szacuje na 70%.

M. Dawidowski, J. Choinska, W. Mika, J. Turtlo Novel fluorinated pyrrolo[1,2-
alpyrazine-2,6-dione derivatives: Synthesis and anticonvulsant evaluation in animal
models of epilepsy Bioorg. Med. Chem. 22, (2014), 5410-5427;
http://dx.doi.org/10.1016/1.bmc.2014.07.042; 1F013=2.951, 30 pkt. MNiSW

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na stworzeniu koncepcji i koordynowaniu
badan, zaprojektowaniu nowych zwigzkow i otrzymaniu wigkszosci z nich,
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interpretacji i opracowaniu wynikow oraz przygotowaniu publikacji. Moj udzial
procentowy szacuje na 80%.

H-4. M. Dawidowski, J. Turto Multicomponent synthesis and anticonvulsant activity of
monocyclic 2,6-diketopiperazine derivatives Med. Chem. Res. 23, (2014), 2007—
2018; http://dx.doi.org/10.1007/s00044-013-0800-4; IF,013=0, 0 pkt. MNiSW’

MOoj wktad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji i koordynowaniu
badan, zaprojektowaniu i otrzymaniu wszystkich zwigzkow, interpretacji i
opracowaniu wynikow oraz przygotowaniu publikacji. MJj udzial procentowy
szacuje na 90%.

H-5. M. Dawidowski, S. Sobczak, M. Wilczek, A. Kulesza, J. Turto Expanding the
substrate scope of Ugi five-center, four-component reaction (U-5C-4CR): ketones as
coupling partners for secondary amino acids Mol. Divers. 18, (2014), 61-77;
http://dx.doi.org/ 10.1007/s11030-013-9488-0; 1F3013=2.544, 30 pkt. MNiSW

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji i koordynowaniu
badan, otrzymaniu wiekszosci zwiqgzkow, interpretacji i opracowaniu wynikow oraz
przygotowaniu publikacji. Moj udzial procentowy szacuje na 75%.

H-6. M. Dawidowski, W. Lewandowski, J. Turto Synthesis of new perhydropyrrolo[1,2-
alpyrazine derivatives and their evaluation in animal models of epilepsy Molecules
19, (2014), 15955-15981; doi:10.3390/molecules191015955; 1F2013=2.095, 30 pkt.
MNiSW

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na stworzeniu koncepcji i koordynowaniu
badan, zaprojektowaniu nowych zwigzkow i otrzymaniu wigkszosci z nich,
interpretacji i opracowaniu wynikow oraz przygotowaniu publikacji. Moj udzial
procentowy szacuje na 80%.

¢) Omowienie celu naukowego i wynikow badan cyklu wyzej wymienionych prac.
Wprowadzenie
Przedstawiony cykl prac badawczych obejmuje zagadnienia chemii medycznej (medicinal

chemistry), czyli galezi nauk farmaceutycznych zajmujacej si¢ projektowaniem oraz

otrzymaniem nowych zwigzkéw chemicznych jako aktywnych sktadnikow leku. W duzym

" Decyzja Thomson Reuters wspotezynnik IF dla tego czasopisma za rok 2013 nie zostal wyznaczony. Ostatni
wyznaczony wspotczynnik Impact Factor: 1F,y;,=1.612, 20 pkt. MNiSW.
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uproszczeniu badania takie polegaja na powtarzajacych si¢ cyklach projektowania, syntezy
oraz badania aktywno$ci zwigzkow chemicznych (np. na izolowanych biatkach, ich
kompleksach, szlakach biochemicznych czy wreszcie zywych organizmach), przy czym do
kazdego kolejnego cyklu kwalifikuje si¢ najczes$ciej substancje o Kkorzystniejszych
wlasciwosciach wzgledem zwigzkéw wyjsciowych, na podstawie okreslenia zalezno$ci
struktura-aktywno$¢. Chemia medyczna jest gateziag multidyscyplinarng, obejmujaca m.in.
zagadnienia z zakresu chemii organicznej, biochemii, biologii strukturalnej, farmakologii oraz
farmakokinetyki [1,2]. Prace badawcze przedstawione do oceny obejmuja w szczegodlnosci
optymalizacje¢ struktury potencjalnego nowego leku metodami klasycznej chemii medycznej
(a wigc taka, w ktorej nie znane sg molekularne podstawy efektu biologicznego wywotanego
przez substancje), analize zaleznos$ci struktura-aktywno$¢, synteze organiczng w oparciu o

reakcje wielokomponentowe oraz stereochemig.

Epilepsja jako wyzwanie terapeutyczne

Padaczka (epilepsja) to zaburzenie funkcji mdézgu przejawiajace si¢ statg predyspozycjg do
generowania napadéw padaczkowych i1 powodowania zwigzanych z tym konsekwencji
neurobiologicznych, kognitywnych, psychologicznych i spolecznych [3]. Padaczka jest
powszechnie wystepujacym schorzeniem. Cierpi na nig okoto 50 miliondéw ludzi na §wiecie, a
wsrdéd zaburzen neurologicznych znajduje si¢ ona na trzecim miejscu co do liczby
zachorowan. Szacuje si¢, ze 4-5 % ludzi na Swiecie doswiadczylo w swoim zZyciu

przynajmniej jednego napadu [4].

Podstawowym celem postepowania terapeutycznego w padaczce jest niedopuszczenie do
wystgpienia napadu, ktory czesto stwarza niebezpieczenstwo powaznych obrazen ciala [5].
Jako Ze epilepsja jest chorobg bardzo niejednorodng zaréwno pod wzgledem etiologii jak 1
objawow, w farmakoterapii stosuje si¢ wiele lekow przeciwpadaczkowych o réznorodnych
mechanizmach dziatania. Wiele z nich zostalo wprowadzonych w latach 1910-1970. Sa to
preparaty okreslane jako “’pierwszej generacji” (takie jak Klonazepam, Fenobarbital,
Etosuksimid, Karbamazepina) a ich cechami wspdlnymi sg umiarkowana skuteczno$¢
kliniczna oraz, w wiekszosci przypadkow, niekorzystny profil bezpieczenstwa stosowania. W
przeciagu nastepnych 20 lat pojawito si¢ wiele nowszych lekow tzw. ,.drugiej generacji”
(m.in. Wigabatryna, Gabapentyna, Felbamat, Lamotrygina, Tiagabina, Topiramat).

Najnowsze leki, w tym preparaty znajdujace si¢ w fazach klinicznych i przedklinicznych

4
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okresla si¢ jako ,leki trzeciej generacji” (takie jak np. Eslikarbazepina, Lacosamid,

Retigabina) [6,7].

Z uwagi na przewlekty charakter choroby, jej bardzo powazne konsekwencje zdrowotne,
spoleczne oraz psychologiczne, farmakoterapia powinna umozliwia¢ pacjentowi normalne
funkcjonowanie w spoteczenstwie i podnosi¢ komfort jego zycia. Idealnym wynikiem
leczenia bylby wigc brak napadow i brak dziatan niepozadanych [5]. O ile wigkszo$¢
nowszych preparatow cechuje si¢ lepszymi wlasciwosciami farmakokinetycznymi i mniejszg
iloscig dziatan niepozadanych oraz interakcji w porownaniu do lekéw klasycznych, to objety
one swym zakresem terapeutycznym zaledwie 15-20% przypadkéw padaczki opornej na
leczenie lekami pierwszej generacji a lekoopornos¢ dotyczy nadal az 30% pacjentdéw. Istnieje
wiec wazna przestanka do intensywnych badan nad otrzymaniem nowych aktywnych

substancji o wyzszej skutecznosci w przypadkach padaczki lekoopornej [7-10].

Pomimo postgpu dotyczacego neurobiologicznych podlozy choroby tzw. ,,mechanistyczne”
podejscie (a wiec ukierunkowane na odpowiedni cel, biorgcy udziat w patomechanizmie) do
projektowania nowych lekow przeciwpadaczkowych odniosto dotychczas jedynie marginalny
sukces. Podstawowym narzedziem dostarczajacym nowych czasteczek o unikalnych
spektrach terapeutycznych pozostaje wigc intensywny screening biologiczny zwigzkéw o
zroznicowanych strukturach chemicznych. Najszerzej wykorzystywane sg tu tzw. zwierzece
modele epilepsji, ktore najogolniej polegaja na sprawdzaniu, czy i w jakim stopniu badana
substancja hamuje u zwierzgcia drgawki wywotane jakim$§ czynnikiem. Wazng zaleta
stosowania tych modeli w badaniach przesiewowych jest mozliwo$¢ identyfikacji zwigzkéw o
nieznanym, czasami innowacyjnym mechanizmie dziatania. Dodatkowo pozwalajag one na
bezposrednie porownanie skutecznosci nowych substancji z zarejestrowanymi lekami.
Najczgsciej jako modele stosuje si¢ drgawki wywotane 1) bodzcem elektrycznym, np. MES
(maximal electroshock seizure test, test maksymalnego -elektrowstrzasu), 6Hz (,test
psychomotoryczny”), test drgawek rozniecanych (kindling), 2) bodzcem chemicznym, np.
Metrazolem (scMET, subcutaneous Metrazole test, test podskornego metrazolu), bikukuling,
pikrotoksyna, 3) bodzcem dzwigkowym. Istnieje rowniez wiele innych, bardziej ztozonych 1
specyficznych modeli zwierzgcych, w tym padaczki lekoopornej. Historycznie, poza
nielicznymi wyjatkami, wlasciwosci przeciwdrgawkowe lekow pierwszej, drugiej oraz
trzeciej generacji zostalty po raz pierwszy zidentyfikowane przy uzyciu modeli zwierzgcych

[8,11-15].



Zalgcznik nr 2 — Autoreferat

Modele te wykorzystywane sg miedzy innymi w Anticonvulsant Screening Program (ASP),
ktory jest programem rzagdowym USA zainicjowanym przez National Institute of
Neurological Disorders and Stroke (NINDS) 1 University of Utah. Ma on za zadanie wspierac¢
odkrywanie nowych lekow przeciwpadaczkowych poprzez identyfikowanie 1 rozwoj
przedkliniczny nowych czasteczek, wspieranie procesu patentowania, jak roOwniez przez
utatwianie kontaktu miedzy wynalazcami (gtownie §rodowisko akademickie) a przemystem
farmaceutycznym. Od momentu ustanowienia ASP (rok 1975) w jego ramach przebadano
ponad kilkadziesiat tysiecy réznorodnych zwigzkow chemicznych. Kilka z nich (Progabid,
Felbamat, Topiramat, Lacosamid, Retigabina, Lamotrygina, Gabapentyna) zostato
wprowadzonych do lecznictwa przy znacznym wktadzie ASP we wczesnych etapach badan

przedklinicznych [12,16,17,18].

ADD408003 jako struktura wiodaca dla potencjalnych nowych lekow

przeciwpadaczkowych

Nadrzednym celem badan sktadajgcych sie na cykl prac przedstawionych do oceny bylo
poszukiwanie innowacyjnego leku przeciwpadaczkowego poprzez modyfikacje¢ struktury
wiodacej, (45,8a8)-4-fenyloperhydropirolo[1,2-a]pirazyno-1,3-dionu (ADD408003). Zwigzek
ten zostal otrzymany w Katedrze 1 Zakladzie Technologii Lekéw 1 Biotechnologii
Farmaceutycznej] WUM w trakcie wczesniejszych badan. Ze wzgledu na swoja unikalng
strukture chemiczng oraz obecno$¢ motywow strukturalnych charakterystycznych m.in. dla
lekow przeciwpadaczkowych pierwszej, drugiej i trzeciej generacji oraz innych substancji o
wlasciwosciach przeciwdrgawkowych, ADD408003 zostal z mojej inicjatywy przekazany do
badan in vivo w ramach Anticonvulsant Screening Program. Wykazat on wysokg aktywnos$¢
w testach przedklinicznych, porownywalng z niektorymi lekami obecnymi w terapii. Co
wazne, zwigzek bardzo silnie thumit drgawki wywotane impulsem elektrycznym w modelu

lekoopornych napadow czg¢sciowych (model 6 Hz) [19, 20].

Ze wstepnych badan przeprowadzonych nad ADD408003 wynikato, iz jego aktywnos$¢ in
vivo jest warunkowana przez nast¢pujace cechy strukturalne: wystepowanie ugrupowania
imidowego, obecno$¢ podstawnika fenylowego w pozycji C-4 uktadu perhydropirolo[1,2-

a]pirazyny oraz konfiguracje absolutng (45,8aS) na centrach stereogenicznych.
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ADD408003:

oH -z WH Izomer nieaktywn
L0 EDs, 6 Hz = 9.93 mg/kg <N\(S)*\f0 ywiy
, ’ EDs, MES = 39.7 mg/kg B NH
) Lewetyracetam: EDsg 6 Hz = 19.4 mg/kg HE

Fenytoina: EDgy MES = 28.1 mg/kg

Rysunek 1. Struktura zwigzku ADD408003 z zaznaczeniem elementéw farmakoforowych. Podane przyktadowe

warto$ci EDsy dotycza testow: MES (test maksymalnego elektrowstrzasu) oraz 6Hz (test ,,psychomotoryczny”)

ADDA408003 charakteryzuje si¢ niskag masg czasteczkowg (230 Da), co zgodnie ze
statystyczng Regulq Pieciu Lipinskiego daje duze mozliwosci wprowadzania dodatkowych
grup funkcyjnych i motywéw strukturalnych. Zwiazek spetnia rowniez pozostate trzy reguty

Lipinskiego [21,22].

Skrotowe omowienie planu badawczego, jego realizacji oraz wynikow
Na badania opisane w cyklu prac przedstawionym do oceny sktadaty si¢ nastepujace etapy:

e Zaproponowanie zmian strukturalnych majacych na celu poprawe niektorych
wiasciwosci farmakologicznych zwigzku modelowego (m.in. sit¢ i spektrum dziatania
w rdznych modelach epilepsji), a tym samym zwigkszajacych jego potencjat w trakcie
dalszych badan przedklinicznych. Aby umozliwi¢ glebsza analiz¢ zalezno$ci
struktura-aktywos¢ (SAR), a w perspektywie da¢ podstawy do racjonalnego
projektowania kolejnych aktywnych analogow, zaproponowane zmiany byly
komplementarne w stosunku do tych przeprowadzonych w trakcie wcze$niejszych
badan.

e Opracowanie sekwencji reakcji chemicznych, ktora data mozliwo$¢ pozyskiwania
nowych analogow w krotkim czasie, z tanich, tatwo dostepnych substratow, w sposéb
stereoselektywny, powtarzalny i wydajny.

e Przeprowadzenie optymalizacji kazdego z etapow syntezy

e Synteza zwigzkow koncowych w skali 300-500 mg, do wstepnych badan
farmakologicznych in vivo w ramach ASP

e Resynteza zwigzkoéw o najsilniejszej aktywnosci w wiekszej skali (powyzej 1000 mg),

do badan poszerzonych.
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Z powodu braku informacji na temat mechanizmu dzialania ADD408003 na poziomie

molekularnym, nowe kierunki optymalizacji jego struktury zostaty zaproponowane w oparciu

o klasyczne metody chemii medycznej. Zaplanowano:

zmiany podstawnikow przy pier$cieniu benzenowym, w sposob racjonalny [23]. Miato
to na celu otrzymanie grupy zwiazkow bliskich strukturalnie, o r6znych deskryptorach
fizykochemicznych takich jak logP (logarytm wspotczynnika podziatu oktanol/woda),
n (statla hydrofobowos$ci), o (efekt elektronowy), Es (stala Tafta), R (refrakcja
molowa). Wptyw tych modyfikacji na aktywnos$¢ czasteczki przedstawiono w pracy
H-2.

zmiany podstawnika fenylowego w pozycji C-4 na podstawnik bioizosteryczny,
aromatyczny lub heteroaromatyczny. Wptyw tych modyfikacji na aktywnos¢
czasteczki przedstawiono w pracy H-2.

podstawienie pierscienia benzenowego atomem (lub atomami) fluoru badz grupami
zawierajagcymi atomy fluoru (-CF;, -OCF3). Ze wzgledu na unikalne wiasciwosci
atomu fluoru ten kierunek modyfikacji (nazywany w literaturze anglojezycznej
fluorine scanning) jest czesto wykorzystywanym narzedziem klasycznej chemii
medycznej [24]. Wplyw tych modyfikacji na aktywnos$¢ czasteczki przedstawiono w
pracy H-3.

zastgpienie atomu wodoru w pozycji C-4 innym podstawnikiem. Zmiana ta w
zamierzeniu miata hamowa¢ epimeryzacje ADD408003 do nieaktywnego
diastereoizomeru (4R,8aS), np. pod wplywem bialek osocza. Wplyw tych modyfikacji
na aktywnos¢ czasteczki przedstawiono w pracy H-6.

insercja grupy metylenowej miedzy atom wegla C-4 a pierscien benzenowy. Wptyw
tych modyfikacji na aktywnos¢ czasteczki przedstawiono w pracy H-6.

zmiana podstawnika fenylowego w pozycji C-4 na podstawnik alifatyczny, lipofilowy.
Wplyw tych modyfikacji na aktywnos¢ czasteczki przedstawiono w pracy H-6.
zastgpienie sztywnego, skondensowanego pierscienia pirolidynowego ADD408003
konformacyjnie elastycznym tancuchem alifatycznym. Wptyw tych modyfikacji na

aktywno$¢ czasteczki przedstawiono w pracy H-4.
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Wprowadzenie réznych reszt
alifatycznych

«H o
N
NH
R
O
Zmiany podstawnika Wprowadzenie reszt alkilowych
aromatycznego w miejsce atomu wodoru w pozycji C-4

Rysunek 2. Schematyczna prezentacja zaplanowanych modyfikacji struktury wiodace;.

Tak szeroki plan optymalizacji struktury wiodgcej wymagat opracowania drogi syntezy, ktora
data by mozliwo$¢ pozyskiwania nowych analogéw w krotkim czasie, z tanich, latwo

dostepnych substratow, w sposob stereoselektywny, powtarzalny i wydajny.

Sposéb otrzymywania ADD408003 opracowany w trakcie wczesniejszch badan zostal
przedstawiony na Schemacie 1 [19,20]. Jest to synteza wymagajaca uzycia dwoch chiralnych,
enancjomerycznie czystych substratow. W wyniku szeregu przeksztalcen substraty te daja
acykliczny prekursor pier§cienia 2,6-diketopiperazyny, ktory latwo ulega cyklokondensacji
intramolekularnej, prowadzac do finalnego zwigzku. taczna wydajnos¢ syntezy wynosita

okoto 30% (z enancjomerycznie czystego kwasu (R)-migdalowego), z szeSciu etapow.

i i
o I VR B s

H COOH ” COOMe H CONH,
OH jii OH iv OTs
A ® T A - 2
Ph”"2,COOH Ph™ 2 /COOMe Ph™ ¢, COOMe
QH (s).oH
(She . 0

@H . OTs v N~ “CONH, vi <E\’//

N~ CONH Ph” 23COOM & NH

H 2 H © Ph/&COOMe U

Schemat 1. Opisana synteza ADD408003. i. SOCI,, MeOH, nastepnie Et;N ii. NH;, MeOH iii. AcCl, MeOH,
t.pok. iv. TsCl, pirydyna, CH,Cl, v. Pirydyna, CH;CN vi. EtONa, EtOH.
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Powyzsza synteza byta by jednak niemozliwa do zastosowania w celu wydajnego 1 szybkiego
otrzymania wszystkich zaplanowanych pochodnych ADD408003 o réznych podstawnikach w
pozycji C-4. Po pierwsze, wprowadzanie réznorodnych grup aromatycznych w miejsce
pierscienia benzenowego ta droga bylo by bardzo ograniczone ze wzgledu na znikoma
dostgpnos¢ handlowa odpowiednich pochodnych kwasu migdatlowego (kwaséw a-hydroxy-a-
arylooctowych) zard6wno w postaci enancjomerycznie czystej jak i racematéw. Z kolei
synteza takich prekursorow byta by zmudna i spowodowata by wydtuzenie catej sekwencji
reakcji o co najmniej dwa etapy. Analogicznie, modyfikacja polegajaca na zastgpieniu
skondensowanego pierscienia pirolidyny ADD408003 elastycznym tancuchem alkilowym
wymagata by zastgpienia wyjsciowej L-Proliny innym aminokwasem na samym poczatku
sekwencji syntetycznej. Co wigcej, synteza ta nie mogla by zosta¢ zastosowana w
otrzymywaniu pochodnych dipodstawionych przy atomie wegla C-4, ze wzgledu na brak
reaktywnosci trzeciorzegdowych sulfonianéw oraz halogenkow w reakcjach N-alkilowania. Z
powyzszych powodow zaplanowana szeroka optymalizacja ADD408003 wymagata

opracowania alternatywnej drogi syntezy.

Przeglad literatury skierowat moja uwage na reakcje wielokomponentowa Ugi w wariancie U-
5C-4CR (Ugi-five-center-four-component reaction, Schemat 2) [25]. Reakcja ta przebiega z
uzyciem dwufunkcyjnego, chiralnego substratu, a-aminokwasu, aldehydu, alkoholu oraz
izocyjanku. Jej produktem jest odpowiedni amidoester, ktéry w toku dalszych przeksztatcen

moglby stac si¢ acyklicznym prekursorem 2,6-diketopiperazyny (2,6-DKP).

R R

MeOH )\\\H ){\\H

HoN" "COOH U-5C-4CR HN™ “COOMe

0 —> R“;%\éo

R~ “H
MeOH H
N> SCooH <7§QH &< o
N U-5C-4CR N~ >COOMe , N
0 J— (S) 0 —— (S)
)J\ R H — R H I
R” “H 0

Schemat 2. Przebieg U-5C-4CR i ogolny zarys planu syntezy.
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U-5C-4CR przebiega z wytworzeniem nowego centrum chiralnego, a wigkszo$¢
literaturowych przyktadéw reakcji z zastowowaniem L-aminokwaséw wskazywalo na
diastereoselektywno$¢ w kierunku izomeréw (S,S) [25,26]. Jest to bardzo istotne, poniewaz
pochodne ADD408003 o takiej wtasnie konfiguracji absolutnej sg aktywne. Opisane
przypadki reakcji Ugi w wariancie U-5C-4CR przebiegaly z wysokimi wydajno$ciami.
Kolejng wazng jej zaleta jest niezwykle prosta preparatyka. U-5C-4CR wydawata si¢ reakcja
niemalze idealng do zastosowania w kluczowym etapie syntezy zaplanowanych analogéow
ADDA408003 rowniez ze wzgledu na to, ze substratem warunkujacym podstawienie w
zaplanowanym glownym punkcie zmienno$ci czgsteczki, atomie wegla C-4, bylby tatwo

dostepny, tani komponent karbonylowy (aldehyd lub keton).

W publikacji H-1 opisano adaptacj¢ U-5C-4CR do syntezy pochodnych ADD408003.
Zaplanowane zwigzki otrzymano w trzech etapach, wykorzystujac szlak: reakcja Ugi (U-5C-

4CR) — N-de-tertbutylowanie amidu — cyklokondensacja intramolekularna, wedtug

Schematu 3.
U-5C-4CR N-dealkilacja cyklokondensacja
QH )
i DN fii
(@\H _ N~ “COOMe L. el . ©)H 0
N~ “COOMe N
N~ “COOH o 0o
H AL Py /\QWNH
AN Ar HCONHZ Ar h
I °
iv H .
s N
NH
o)
Schemat 3. Synteza C-4 arylowych pochodnych ADD408003. i. ArCHO, /Bu-NC, MeOH, TiCly, t.pok;
nastepnie rozdzial chromatograficzny; ii. BF;*2CH3;COOH, t.pok. i#i. NaOH, EtOH, tpok.; iv.

BF;*2CH;COOH, 90°C

W U-5C-4CR katalizowanej kwasem Lewisa po raz pierwszy uzyto par aminokwasy
drugorzedowye - aldehydy aromatyczne’, co dato dostep do prekursoréw pochodnych
ADDA408003 z r6znymi podstawnikami aromatycznymi w pozycji C-4. Zbadano szczegdtowo
wplyw temperatury, katalizatora oraz czasu reakcji na wydajno$¢ 1 diastereoselektywnos$¢

procesu. Cho¢ modelowa reakcja kondensacji L-Proliny, 4-chlorobenzaldehydu, izocyjanku

T pary te mogly by uchodzi¢ za niereaktywne ze wzgledow sterycznych i elektronowych [26]
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tert-butylu oraz metanolu wykazata wysoka tolerancje na zmiany tych czynnikow, najlepsze
wyniki uzyskano prowadzac proces w temperaturze pokojowej, przez okres nie krétszy niz 24
godziny, w obecnosci TiCly jako katalizatora. Zbadano rowniez reaktywnos$¢ réznych
aldehydéw aromatycznych, aminokwaséw drugorzedowych. Wazng obserwacja byto to, ze w
kazdym przypadku diastereoindukcja zachodzita w kierunku pozadanych diastereoizomerow
(S,S) (wspotczynniki diastereomeryczne dr w granicach 3.5/1 do 9/1) a niewielkie ilosci
powstajacych izomerow (S,R) mozna bylo w wiekszosci przypadkow oddzieli¢ za pomoca

chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym.

Uzycie w reakcji U-5C-4CR izocyjanku tert-butylu miato nastgpujace racjonalne przestanki:

e jest to izocyjanek dostepny w handlu, stosunkowo tani

e jest to izocyjanek lotny. Jego nieprzereagowana czes¢ jest wiec tatwa do usunigcia
przez oddestylowanie oraz nie towarzyszy mu nieprzyjemna, trudna do usunigcia won
charakterystyczna dla wigkszos$ci izocyjankow

e jest to substrat przestrzennie sttoczony, co zwigksza diastereoselektywnos¢ reakcji

e powoduje wprowadzenie do adduktu ugrupowania tert-butylowego, ktére mozna

odszczepi¢ od amidowego atomu azotu.

Pionierskie badania Ugi nad reakcja zamkniecia pierscienia 2,6-diketopiperazyny przez
cyklokondensacje produktow U-5C-4CR o podstawionym azocie amidowym wymagaty
zazwyczaj uzycia drastycznych warunkow [27]. W przypadku otrzymywanych przeze mnie
adduktéw o labilnych centrach stereogenicznych, pochodnych fenyloglicyny, uzycie takich
warunkow powodowato znaczng epimeryzacje w kierunku nieaktywnych izomerow (S,R).
Tak wigc, aby nastgpna reakcja cyklokondensacji molekularnej mogla przebiega¢ w
tagodnych warunkach, nie powodujacych epimeryzacji na centrach stereogenicznych
produktéw, w kolejnym etapie syntezy konieczne byto usunigcie grupy tert-butylowej z

amidu.

N-dealkilowanie amidéw jest typem reakcji bardzo trudnym do przeprowadzenia. Wymaga
ono najczgsciej uzycia mocnych kwasow w podwyzszonej temperaturze i nie zawsze jest
powtarzalne [28-32]. Poczatkowe proby N-detertbutylowania adduktow reakcji U-5C-4CR

okazaly si¢ zupelie nieskuteczne. Zastosowanie roznych czynnikéw kwasowych, w tym

12



Zalgcznik nr 2 — Autoreferat

powszechnie stosowanego w literaturze kwasu trojfluorooctowego [26,28,29], nie przyniosto
spodziewanych rezultatow. Najczesciej obserwowano brak reakcji badz bezposrednig
konwersje¢ substratu do finalnej pochodnej 2,6-diketopiperazyny. Ta z pozoru uzyteczna,
bezposrednia reakcja zachodzila jednak z bardzo niska (14-22%) wydajnos$cig i jednoczesng
epimeryzacjg na obu centrach stereogenicznych C-4 oraz C-8a — powstawata wigc trudna do
rozdzialu mieszanina wszystkich czterech mozliwych enancjomeréw zwigzku finalnego.
Zaskakujaco dobre rezultaty uzyskano przez zastosowanie kompleksu trojfluorku boru z
kwasem octowym. Czynnik ten okazat si¢ bardzo efektywny juz w temperaturze pokojowej,
nie powodujac cyklokondensacji i epimeryzacji prekursora 2,6-diketopiperazyny. Reakcja
przebiegala z wysoka wydajnoscia, rzedu 70%. Podniesienie temperatury procesu do 40 °C
powodowato jego przyspieszenie, z kolei w wyzszych temperaturach obserwowano

powstawanie znacznych ilosci produktéw ubocznych (cyklicznych i epimerycznych).

Ostatni etapem zaplanowanej syntezy byta cyklokondensacja intramolekularna w $rodowisku

zasadowym, prowadzaca do finalnych produktow z bardzo dobra wydajnoscia.

Powyzsza synteza, opisana w pracy H-1, byla kluczowym osiggnieciem umozliwiajgcym
otrzymanie wigkszo$ci zaplanowanych pochodnych ADD408003 mono-podstawionych przy
atomie wegla C-4. Synteze tych zwigzkoéw oraz wyniki ich badan in vivo w zwierzgcych

modelach epilepsji opisano w publikacjach H-2, H-3 1 H-4.

W pracy H-2 otrzymano pochodne, w ktorych pierscien benzenowy ADD408003 zostat
podstawiony atomem —CI lub grupami —CHj3, OCH; w r6znych pozycjach: orto-, meta-, badz
para-. Analizujac wyniki badan in vivo zauwazono, iz aktywno$¢ w ‘klasycznych’ modelach
epilepsji: maksymalnego elektrowstrzagsu (MES) oraz podskérnego Metrazolu (scMET) byla
charakterystyczna dla pochodnych podstawionych w pozycji meta-. Jednoczes$nie zwiazki te
wykazywaty umiarkowang ogdlng toksycznos$¢ neurologiczng w tescie rotarod. Co ciekawe,
skutecznos¢ ttumienia drgawek w modelu lekoopornych napadow czesciowych (model 6 Hz,
32mA) byta dla wigkszosci pochodnych wyzsza niz w ‘klasycznych’ testach 1 zaledwie w
bardzo matym stopniu zalezala ona od potozenia podstawnika. Analizujac wplyw rodzaju

podstawnika zauwazono, ze pochodne —Cl oraz —CH; majg silniejsze dziatanie niz —OCHs.

Zgodnie ze schematem decyzyjnym Instytucji Partnerskiej (ASP), pochodne para-Cl oraz

para-CHs zostaly zakwalifikowane do badan poszerzonych polegajacych na wyznaczeniu
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dawek efektywnych EDsy w modelu 6 Hz u myszy. Zwiazki te wykazaty dobrg aktywnos¢,
odpowiednio 32.24 oraz 41.66 mg/kg.

Kolejng grupe pochodnych otrzymanych w pracy H-2 stanowily analogi ADD408003 w
ktorych pierscien benzenowy zastgpiono podstawnikiem aromatycznym bioizosterycznym
(furanu lub tiofenu), badz wigkszym (naftalenu). Zaskakujaco, zaden z tych zwigzkow nie
wykazal znaczacego dziatania przeciwdrgawkowego ani toksycznosci neurologicznej w

modelach MES, scMET, rotarod, w dawce 100 mg/kg.

Kontynuujac badania nad wplywem podstawnikdéw w obrgbie pier§cienia benzenowego
ADD408003 na aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa in vivo, w pracy H-3 otrzymano szereg
pochodnych fluorowych. Ze wzgledu na unikalne wtasciwosci atomu fluoru ten typ podejscia
do optymalizacji struktury wiodacej (tzw. fluorine scanning) jest obecnie szeroko stosowany
[24]. Wobec nieznajomosci mechanizmu dziatania ani typu metabolizmu ADD408003,
podstawowg przestanka do wprowadzenia atomu fluoru w obreb jego czasteczki byto
zwiekszenie lipofilowosci, co powinno umozliwi¢ tatwiejsza penetracj¢ bariery krew-moézg i

w efekcie zwigkszy¢ site dziatania w obrgbie OUN.

Wigkszo§¢  otrzymanych  zwigzkéw  charakteryzowata si¢ wyzsza  aktywno$cig
przeciwdrgawkowa w modelach przesiewowych (MES, scMET oraz 6 Hz) niz analogi nie
zawierajace atomow fluoru. Bylo to zgodne z hipotezg iz zwigkszenie lipofilowosci
ADD408003 powinno zaowocowac silniejszym dziataniem o$rodkowym. Najsilniej
dziatajacymi zwigzkami w badaniach przesiewowych okazaty si¢ pochodne m-CF; oraz m—
OCF; 1 zakwalifikowano je do badan poszerzonych. Zostaly wyznaczone ich dawki
efektywne EDs dla testéw podstawowych (MES, scMET, 6Hz, TOX) oraz aktywnosci w
modelach drgawek rozniecanych u myszy (Corneally Kindled Mouse, CKM). Pochodna m—
OCF; zostata rowniez zbadana w modelu drgawek rozniecanych u szczuréow (Hippocampal
Kindled Rat, HKR) oraz dozylnego wlewu Metrazolu (Intravenous Metrazol Seizure
Threshold Test, ivMET). Oba zwigzki wykazaly aktywnosci poréwnywalne lub wyzsze niz
niektére leki odniesienia (takie jak Lewetyracetam, Fenytoina, Kwas Walproinowy,
Lacosamid). Istotng ich cecha byla bardzo szeroka aktywnos$¢ w ‘klasycznych’ modelach
zwierzecych (MES, scMET) a jednocze$nie wysoka skuteczno$¢ w modelach epileps;ji

lekoopornej (6Hz, CKM).
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Szczegolnie wysoka aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa wykazata pochodna m—OCFs, ktora
dodatkowo podnosita prog drgawkowy w modelu ivMET. W celu dalszej optymalizacji
przeprowadzono synteze jej trzech pozostatych izomeréw optycznych. Uzyskano takze
wszystkie mozliwe enancjomery homologu o dobudowanym szesciocztonowym pierscieniu
alifatycznym (pochodne pirydo[1,2-a]pirazyny). Jako substraty uzyto enancjomerycznie
czyste izomery proliny oraz kwasu piperydyno-2-karboksylowego. Wyniki przesiewowych
badan farmakologicznych wykazaty wysoka aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa izomerow (SS)
oraz (RR), porownywalng ze zwigzkiem macierzystym m—OCF;. Poniewaz nie
zaobserwowano wyrazniej poprawy dziatania, oraz z uwagi na mniejszg dostepnosé

aminokwasow uzywanych jako substraty.

Kolejng badang grupg pochodnych 2,6-diketopiperazyny byly monocykliczne analogi
ADDA408003, opisane w publikacji H-4. Zwiazki te, o nieco bardziej elastycznej strukturze,
zostaty otrzymane w oparciu o reakcje U-5C-4CR lipofilowych aminokwasow: L-waliny, L-
fenyloalaniny, L-leucyny, L-izoleucyny, L-fenyloglicyny, N-benzyloglicyny oraz N-
fenyloglicyny. Proces przebiegat sterecoselektywnie, a najwigksze wspoOtczynniki
diastereomeryczne uzyskano dla aminokwasow sterycznie stloczonych, o tancuchach
alifatycznych rozgatezionych przy atomach wegla C-2: L-leucyny i L-waliny (dr odpowiednio
9/117.3/1).

Otrzymane finalne pochodne charakteryzowaly si¢ slabszg aktywnos$cig w modelach
przesiewowych (MES, scMET oraz 6 Hz) niz ADD408003. Wydawala si¢ ona rowniez by¢ w
mniejszym stopniu zalezna od konfiguracji na stereogenicznych atomach wegla niz w
przypadku struktury wiodacej, prawdopodobnie z powodu wiekszej swobody konformacyjne;.
Najwigkszg site ttumienia drgawek w modelach podstawowych wykazaty pochodne L-waliny
oraz L-fenyloglicyny, z czego jedynie ta pierwsza byla aktywna w modelu lekoopornych

napadow czgsciowych 6 Hz.

Synteza opracowana w pracy H-1 umozliwila otrzymanie wigkszos$ci zaplanowanych
pochodnych ADD408003 mono-podstawionych przy atomie wegla C-4, opisanych w
publikacjach H-2, H-3, H-4. W reakcjach tych stosowano jako komponenty karbonylowe
wylacznie aldehydy. W publikacji H-5 opisano natomiast po raz pierwszy zastosowanie
aminokwasow drugorzedowych wraz z ketonami jako komponentami kondensacji U-5C-4CR.

Ketony sg uznawane za mniej reaktywne komponenty karbonylowe reakcji Ugi niz aldehydy
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[33]. Dodatkowo, pary aminokwas drugorzedowy-keton mogly by uchodzi¢ za
niedostatecznie reaktywne ze wzgledu na trudno$¢ wytworzenia stabilnej iminy oraz na
znaczne sttoczenie przestrzenne zwigzkow przejsciowych. W tym konteks$cie, pozytywny
rezultat modelowej reakcji L-proliny, najprostszego z ketondéw, acetonu, izocyjanku tert-
butylu oraz metanolu, byt bardzo obiecujacy. Kondensacja zaszta bowiem z akceptowalng
wydajnoscia 30%, nawet bez uzycia katalizatora, w temperaturze pokojowej, po 24
godzinach. Przeprowadzono optymalizacje procesu uzyskujac maksymalng wydajnos¢ 67%.
Pozytywny wplyw na wynik reakcji miato wydtuzenie czasu reakcji do 72 godzin oraz
zastosowanie TiCly. Wpltyw obecnosci 1 rodzaju katalizatora byl znacznie bardziej zaznaczony
niz w wypadku kondensacji z uzyciem aldehydow aromatycznych (przedstawionych w

publikacji H-1).

Analizowano rowniez wptyw budowy komponentow kondensacji stwierdzajac, ze najlepsze
efekty uzyskuje si¢ dla substratow o niskim sttoczeniu sterycznym. Najwyzsze wydajnosci
obserwowano dla ketonow cyklicznych i nierozgalezionych. Wysokie wydajnosci kondensacji
obserwowano dla L-proliny, podczas gdy homologiczny kwas L-pipekolinowy oraz
drugorzedowe aminokwasy o otwartych tancuchach alifatycznych byly znacznie mniej
reaktywne. Zastgpienie rozgalgzionego izocyjanku tert-butylu liniowym izocyjankiem n-

butylu w wigkszos$ci przypadkdw zaowocowato zwigkszeniem wydajnosci kondensacji.

W reakcjach U-5C-4CR homochiralnych aminokwaséw 1 ketonow niesymetrycznych
otrzymano addukty o dwodch centrach sterogenicznych. Diastereoselektywno$¢ w  tych
przypadkach byta trudniejsza do przewidzenia i interpretacji. Ogolnie, w wigkszosci tego typu
reakcji obserwowano powstawanie nadmiaru izomeru (S,S), w niektorych przypadkach

diastereoindukcja byta jednak zaskakujaco niska badz nie obserwowano jej wcale.

Sekwencje reakcji: Ugi (U-5C-4CR) z zastosowaniem ketondow — N-de-tertbutylowanie
amidu — cyklokondensacja intramolekularna, opracowang w publikacji H-5, wykorzystano
do otrzymania niektorych analogow ADD408003, dipodstawionych przy atomie wegla C-4,
opisanych w pracy H-6.

Pochodne przedstawione w publikacji H-6 charakteryzowaly si¢ duzym stopniem
roznorodnos$ci strukturalnej. Zaprojektowano je bowiem tak, aby wprowadzone zmiany w

odniesieniu do ADD408003 daty podstawe¢ do uzupeinienia analizy struktura-aktywnos$c¢
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przedstawionej w pracach H-2, H-3, H-4. W pierwszej kolejnosci otrzymano enancjomer
ADD408003 o konfiguracji (4R,8aR). Charakteryzowatl si¢ on zdecydowanie slabsza
aktywnosciag w ‘klasycznych’ testach MES i1 scMET niz zwigzek wyjsciowy. Warto$¢
wspotczynnika EDsy w modelu lekoopornych napadéw czesciowych 6 Hz byta nizsza niz
ADDA408003, jednak wcigz porownywalna z niektorymi lekami odniesienia. Kolejna
modyfikacja, insercja grupy metylenowej miedzy atom wegla C-4 a pier§cien benzenowy
struktury wiodacej, spowodowata znaczny spadek aktywnos$ci. Z kolei pochodne ketondéw
alifatycznych, di-podstawione w pozycji C-4 ukladu perhydropirolo[1,2-a]Jpirazyny

charakteryzowaly si¢ wysoka neurotoksycznoscig.

Modyfikacje polegajace na zastgpienie atomu wodoru w pozycji C-4 innym podstawnikiem
wymagaly zastosowania po raz pierwszy ketondéw aromatycznych jako komponentow
karbonylowych reakcji U-5C-4CR. Ze wzgledow sterycznych i elektronowych reakcje te
przebiegaty z niskimi wydajno$ciami, a otrzymane pochodne miaty aktywnosci zblizone do

zwigzku macierzystego.

W oparciu o inny wariant reakcji Ugi, intramolekularng kondensacje U-4C-3CR (Ugi-five-
center-four-component reaction) [34-36], otrzymano zwigzek bedacy hybryda ADD408003 i
Lewetyracetamu. Pochodna ta charakteryzowata si¢ nizsza aktywno$ciag niz oba zwigzki

macierzyste, porownywalng do Etosuksimidu.

Podsumowanie uzyskanych wynikow ze wskazaniem najwazniejszych osiagnie¢ i

elementow nowosci.

Podsumowujac, za najwazniejsze osiggnig¢cia i najistotniejsze elementy nowosci cyklu prac
badawczych ,,Zastosowanie wielokomponentowej reakcji Ugi jako kluczowego etapu syntezy
nowych pochodnych 2,6-diketopiperazyny o wysokiej aktywnosci przeciwdrgawkowej w

zwierzecych modelach epilepsji” uwazam:

1) Zaproponowanie i wprowadzenie takich zmian w obrgbie czasteczki ADD408003,
ktére znaczaco rozszerzyly wiedz¢ na temat elementow farmakoforowych
warunkujacych aktywnos$¢ in vivo grupie pochodnych pirolo[1,2-a]pirazyny.

Uzyskane informacje wyznaczaja kierunki dalszego projektowania aktywnych
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analogéw. Zadna z najbardziej obiecujacych zmian strukturalnych nie doprowadzita
do znacznego wzrostu masy czasteczkowej wzgledem czasteczki wyjsciowej, co

pozostawia duze mozliwosci dalszej optymalizacji.

Uzyskanie na drodze optymalizacji klasycznymi metodami chemii medycznej
fluorowe;j pochodne;j ADD408003, (4S,8a8)-4-(3-trifluorometoksyfenylo)-
perhydropirolo[1,2-a]pirazyno-1,3-dionu. Zwigzek ten wykazuje bardzo wysoka,
szeroka aktywno$¢ w modelach zwierzgcych porownywalng lub wyzsza niz wigkszos¢
lekéw odniesienia (m.in. Lewetyracetam, Fenytoina, Kwas Walproinowy, Lacosamid,
szczegblowe poréwnanie zamieszczono w pracy H-3). Istotng cecha tego zwigzku jest
jego wysoka aktywno$¢ w ‘klasycznych’ modelach zwierzecych (MES, scMET) a
jednoczesnie bardzo dobra skuteczno$¢ w modelach epilepsji lekoopornej (6Hz,
CKM, KIN). Zwiazek ten, podobnie jak ADD408003, jest dalej badany w ramach
ASP.

Opracowanie sekwencji reakcji prowadzacych do pochodnych ADD408003 réznie
podstawionych przy atomie wegla C-4. Z punktu widzenia uzytkowego nowa droga
syntezy stworzyla mozliwos¢: pozyskiwania ogromnej roéznorodnosci nowych
analogow, zaleznej gtownie od reaktywnosci tanich i szeroko dostepnych aldehydow
lub ketonéw, w kréotkim czasie, w sposob wysoce stereoselektywny w kierunku
bioaktywnej konfiguracji absolutnej ADD408003, powtarzalny, wydajny, nie
wymagajacy uzycia skomplikowanej aparatury, wysoce palnych rozpuszczalnikow,
atmosfery gazu oboj¢tnego ani grzania. Ostatnie badania nad zastosowaniem tej
sekwencji reakcji do syntezy ADD408803 w skali kilkunastu gramoéw wykazaty, iz na
zadnym etapie nie jest niezbedne oczyszczanie produktow posrednich przez
chromatografi¢ kolumnowg. Stad mozliwosci aplikacyjne tej syntezy w przemysle sa

znaczne.

Z naukowego punktu widzenia najistotniejsze elementy nowosci tej syntezy to:

zastosowanie w reakcji U-5C-4CR aldehydéw aromatycznych oraz ketonow
alifatycznych lub arylo-alifatycznych jako partneréw kondensacji z aminokwasami
cyklicznymi o drugorzedowych grupach aminowych. Jest to duzy, oryginalny wktad w

poszerzenie zakresu substratowego reakcji.

18



Zalgcznik nr 2 — Autoreferat

e szczegotowe zbadanie diastereoselektywnosci reakcji U-5C-4CR z uzyciem nowych
komponentow. Jest to wklad o tyle istotny, ze poglgbia wiedz¢g na temat
stereochemicznego przebiegu reakcji.

e odkrycie nowego czynnika promujacego bardzo trudng reakcje N-de-tert-butylowania
grupy amidowej w temperaturze pokojowej. Wykazano réwniez zalety ptynace z
zastosowania tego czynnika w konkretnym przypadku de-alkilowania produktow

kondensacji U-5C-4CR.

4) Opracowanie podobnej sekwencji reakcji w oparciu o intramolekularng kondensacje
U-4C-3CR. Dzicki niej otrzymano hybryde ADD408003 i Lewetyracetamu. Co
prawda pochodna ta nie wykazata tak silnego dziatania in vivo co zwigzki
macierzyste, jednak opracowana synteza otwiera droge do nowych, ciekawych
strukturalnie analogéw perhydropirolo[1,2-a]pirazyno-1,3,5-trionu o potencjalnej

aktywnosci przeciwdrgawkowe;.
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5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

5.1. Dzialalno§¢ naukowo-badawcza przed wuzyskaniem stopnia doktora nauk

farmaceutycznych

Badania naukowe rozpoczalem w trakcie studiow magisterskich, jako uczestnik Kota
Naukowego przy Katedrze i Zaktadzie Technologii Srodkéw Leczniczych Akademii
Medycznej w Warszawie. Pod kierunkiem naukowym Prof. dr hab. Franciszka Herolda oraz
bezposrednia opieka dr Jacka Stefanowicza prowadzitem prace z zakresu syntezy nowych

pochodnych tropanu o potencjalnym atypowym dziataniu przeciwpsychotycznym.

Badania nad poszukiwaniem nowych substancji chemicznych jako aktywnych sktadnikow
innowacyjnych lekéw byly dla mnie tak interesujace, iz postanowitem poswieci¢ im swoja
dalszg karier¢ zawodowa. W roku 2005 podjatem prace w charakterze asystenta w Katedrze i
Zaktadzie Technologii Srodkéw Leczniczych Akademii Medycznej w Warszawie.
Poczatkowo zaangazowatem si¢ w gtowny nurt badan prowadzonych wowczas w Katedrze, a
mianowicie syntez¢ nowych ligandow receptorow serotoninowych 5-HT;a 1 transportera
serotoniny (SERT), o potencjalnym dzialaniu przeciwdepresyjnym. Badania te byly
prowadzone we wspoOtpracy m.in. z Instytutem Farmakologii PAN w Krakowie, Narodowym
Instytutem Lekow w Warszawie oraz Instytutem Biologii Medycznej Uniwersytetu w
Tromse. Obejmowaly one syntez¢ chemiczng oraz badania strukturalne oraz
dwukomponentowych pochodnych pirydo[1,2-c]pirymidyny oraz pirolo[1,2-a]pirazyny. W
trakcie tych badan otrzymano zwiazki o nanomolowych powinowactwach do receptorow 5-

HT4 1 transportera serotoniny (SERT) i1 aktywnos$ci w testach behawioralnych.

Kontynuowalem réwniez kierunek badan od ktdrego rozpoczela si¢ moja kariera naukowa, a
wigc badania nad nowymi aryloamidowymi pochodnymi tropanu jako ligandami receptorow
serotoninowych 5-HT;a, 5-HT;s 1 dopaminergicznych D,. OtrzymaliSmy zwigzki o

zroznicowanych profilach receptorowych. W zaleznosci od rodzaju reszt aryloalkilowych
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przy atomie azotu tropanu, lub reszt arylowych w pozycjach ,,a” lub ,,” ugrupowania
aminoacylowego, zwigzki wykazaty silng (nM) wigzalno$¢ z receptorami 5-HT, 5-HT24 lub
D,. Niektore z otrzymanych analogéw tropanu wykazaly wysoka aktywno$¢ w stosunku do
wszystkich trzech wspomnianych receptoréw, jak rowniez korzystny indeks Meltzera (pK; 5-
HTya/pKi Dj), charakterystyczny dla lekow o  atypowych  wlasciwosciach
antypsychotycznych.

Punktem zwrotnym w mojej karierze naukowej byly badania nad synteza asymetryczng i
strukturg przestrzenng stereoizomerow pochodnych pirolo[1,2-a]pirazyny oraz pirydo[1,2-
alpirazyny. Zauwazytem wowczas, ze zwigzki te posiadaja motywy strukturalne
charakterystyczne dla m.in. dla lekéw przeciwpadaczkowych pierwszej, drugiej i trzeciej
generacji oraz innych substancji o wlasciwosciach przeciwdrgawkowych. W roku 2008 z
mojej inicjatywy zostata podjeta wspotpraca naukowa z Anticonvulsant Screening Program.
Wstepne wyniki badan in vivo w zwierzecych modelach epilepsji wykazaly silng aktywnos¢
przeciwdrgawkowa niektorych zwigzkow. Szczegdlnie interesujacym zjawiskiem wydalta mi
si¢  stereoselektywno$¢ tego dziatania. Prace nad synteza, strukturg i wilasciwosciami
przeciwdrgawkowymi analogdéw pirolo[1,2-a]|pirazyny, pirydo[1,2-a]pirazyny oraz 2,6-
diketopiperazyny staty si¢ gtéwnym tematem mojej rozprawy doktorskiej, obronionej w 2010
roku. Za gléwne osiggnigcie tych badan uwazam odkrycie zwiazku ADDA408003 o

stereoselektywnym, silnym i szerokim dziataniu in vivo w zwierzecych modelach epileps;i.

Roéwnoczesnie zainteresowalem si¢ technika HPLC i1 zaangazowalem si¢ w prowadzone w
Katedrze prace nad jej zastosowaniem w analizie stopnia akumulacji pierwiastkow §ladowych
oraz produkcji metabolitow wtornych przez grzybni¢ Lentinula edodes (Berk.) oraz

Streptomyces tsukubaensis.

Wyniki wymienionych badan zostaty szczegdélowo opisane w nastgpujacych publikacjach

naukowych:

1. F. Herold , M. Dawidowski, I. Wolska, A Chodkowski, J. Kleps, J. Turlo, A.
Zimniak The Synthesis of New Diastereomers of (4S,8aS)- and (4R,8aS)-4-phenyl-
perhydropyrrole[1,2-a]pyrazine-1,3-dione Tetrahedron: Asymmetry 18, (2007),
2091-2098; 1F297= 2.796; 25 pkt. MNiSW
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2. M. Dawidowski*, F. Herold., M. Wilczek, J. Kleps, I. Wolska, J. Turlo, A.
Chodkowski, P. Widomski, A. Bielejewska The synthesis and conformational analysis
of optical isomers of 4-phenyl-perhydropyrido[1,2-a] pyrazine-1,3-dione: An example
of "solid state— frozen" dynamics in nitrogen-bridged bicyclic 2,6-diketopiperazines

Tetrahedron: Asymmetry 20, (2009), 1759-1766; 1F2009=2.625; 25 pkt. MNiSW

3. F. Herold, L. Izbicki, A. Chodkowski, M. Dawidowski, M. Krol, J. Kleps, J. Turto, L.
Wolska, G. Nowak, K. Stachowicz, M. Dybata, A. Siwek, M. Nowak, E. Pienigzek,
M. Jaronczyk, 1. Sylte, A. P. Mazurek Novel 4-aryl-pyrido[l1,2-c]pyrimidines with
dual SSRI and 5-HT,4 activity: Part 2 Eur. J. Med. Chem. 44, (2009), 4702-4715;
IF3000= 3.269; 40 pkt. MNiSW

4. M. Tkaczyk, M. Dawidowski, F. Herold, . Wolska, L. Wawer *C CPMAS NMR,
XRD and DFT study of selected 2,6-diketopiperazines J. Mol. Str. 975, (2010), 78-84,
IF2010=1.599; 20 pkt. MNiISW

5. J. Turlo, B. Gutkowska, F. Herold, M. Dawidowski, T. Slowinski, A. Zobel
Relationship between selenium accumulation and mycelial cell composition in
lentinula edodes (Berk.) cultures J. Toxicol. Env. Health, Part A 73, (2010), 1211-
1219; 1F2010=1.637; 25 pkt. MNiSW

5.2. Dzialalnos¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora nauk

farmaceutycznych

Po otrzymaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych 2010 kontynuowatem prace naukowa
w Katedrze 1 Zaktadzie Technologii Lekow i Biotechnologii Farmaceutycznej Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego. Zachgcony przez wysoka aktywno$¢ przeciwdrgawkowa
pochodnych 2,6-diketopiperazyny oraz wyzwaniami z zakresu syntezy tego typu zwigzkow,
zintensyfikowatem badania w tym kierunku. Efektem tych prac sg rezultaty szczegdtowo
przedstawione w cyklu prac bedacych podstawg mojego wniosku o nadanie tytutu doktora

habilitowanego. Prace te prowadzitem intensywnie w okresie czerwiec 2010 — marzec 2013.

Efektem kontynuowanej wspotpracy z Anticovulsant Screening Program byto odkrycie

zwigzku ADD424042, o ciekawych wlasciwosciach farmakologicznych. Zwiazek ten,
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pochodna  a-pirydylo-a-fenyloacetamidu, = wykazat silng 1  szeroka aktywnos$¢
przeciwdrgawkowsa, bedaca najprawdopodobniej wynikiem silnej (ICsp wyrazana w nM)
inhibicji potencjalozaleznych kanatow sodowych. Co ciekawe, mimo iz ADD424042 jest
bliskim analogiem strukturalnym Disopyramidu (znanego leku przeciwarytmicznego z grupy
blokerow kanatu sodowego), nie powoduje on hipotensji ani zaburzen w obrazie EKG u
szczura (Disopiramid jest zwigzkiem kardiotoksycznym). Do tej pory uzyskano okoto 30

pochodnych ADD424042 i dalsza optymalizacja tego zwigzku modelowego jest w toku.

W kwietniu 2013 rozpoczatem staz podoktorski w Institute of Structural Biology, Helmholtz
Zentrum Miinchen, Deutsches Forschungszentrum fiir Gesundheit und Umwelt oraz Lehrstiihl
fir Biomolekular NMR Spektroskopie, Department Chemie, Technische Universitit
Miinchen, pod kierunkiem Prof. Michaela Sattlera. Tematyka stazu jest multidyscyplinarna i
dotyczy poszukiwania nowych inhibitorow interakcji miedzybiatkowej Pex5-Pex14, jako
zwigzkéw aktywnych przeciw Trypanosoma brucei. Badania eksperymentalne obejmuja
przede wszystkim: ekspresje, oczyszczanie i krystalografi¢ bialek, projektowanie, synteze
chemiczng zaplanowanych zwigzkéw oraz ich screening in vitro (2D NMR, Fluorescence
Polarization, AlphaScreen™). Innym, kierunkiem badan prowadzonych przeze mnie podczas
stazu jest projektowanie oraz synteza nowych inhibitorow interakcji p5S3-MDM2/MDMX, o

potencjalnym zastosowaniu w terapii NOWOtwWorow.

Korzystajac z bogatego zaplecza aparaturowego Bawarskiego Centrum NMR prowadze
réwniez badania NMR nad strukturg frakcji wielkoczasteczkowego Lentinanu, otrzymanej w

Katedrze 1 Zaktadzie Technologii Lekow i Biotechnologii Farmaceutycznej WUM.

Czes¢ wynikéw wymienionych badan zostala szczegoétowo opisana w nastgpujacych

publikacjach naukowych:

1. J. Turlo, B. Gutkowska, F. Herold, W. Gajzlerska, M. Dawidowski, A. Dorociak, A.
Zobel Biological availability and preliminary selenium speciation in selenium-
enriched mycelium of Lentinula edodes (Berk.) Food Biotechnol. 25, (2011), 16-29;
1F3011=0.520; 20 pkt. MNiSW

2. F. Herold, A. Chodkowski, L. Izbicki, J. Turto, M. Dawidowski, J. Kleps, G. Nowak,
K. Stachowicz, M. Dybata, A. Siwek, A. P. Mazurek, A. Mazurek, F. Plucinski Novel
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4-aryl-pyrido[1,2-c] pyrimidines with dual SSRI and 5-HTIA activity. Part 3 Eur. J.
Med. Chem. 46, (2011), 142-149; IF301:1= 3.346; 40 pkt. MNiSW

T. Stowinski, J. Stefanowicz, M. Dawidowski, J. Kleps, S. Czuczwar, M. Andres-
Mach, J. J. Luszczki, G. Nowak, K. Stachowicz, B. Szewczyk, A. Stawinska, A. P.
Mazurek, A. Mazurek, F. Plucinski, I. Wolska, F. Herold Synthesis and biological
investigation of potential atypical antipsychotics with a tropane core. Part 1 Eur. J.

Med. Chem. 46, (2011), 4474-4488; 1F3011= 3.346; 40 pkt. MNiSW

. M. Dawidowski*, F. Herold, A. Chodkowski, J. Kleps, P. Szulczyk, M. Wilczek
Synthesis And Anticonvulsant Activity Of Novel 2,6-Diketopiperazine Derivatives.
Part 1: Perhydropyrrole[1,2-a]pyrazines Eur. J. Med. Chem. 46, (2011), 4859-4869;
1F301:=3.346; 40 pkt. MNiSW

. M. Dawidowski , F. Herold, A. Chodkowski, J. Kleps Synthesis And Anticonvulsant
Activity Of Novel 2,6-Diketopiperazine Derivatives. Part 2: Perhydropyrido[l,2-
alpyrazines Eur. J. Med. Chem. 47, (2012), 347-353; 1F3012=3.499; 40 pkt. MNiSW

. J. Turto, W. Gajzlerska, M. Klimaszewska, M. Krol, M. Dawidowski, B. Gutkowska
Enhancement of tacrolimus productivity in Streptomyces tsukubaensis_by the use of
novel precursors for biosynthesis Enz. Microb. Technol. 51, (2012), 388-395;
1F2011=2.592; 30 pkt. MNiSW

K. Szwed, M. Dawidowski, M. Asztemborska Enantiomeric separation of drugs
using ion__interaction reagents in combination with p-cyclodextrin in HPLC

Chromatographia 76, (2013), 467-474; 1F,913=1.307; 20 pkt. MNiSW

. K. Szwed, M. Dawidowski, A. Bielejewska, M. Asztemborska Optimization of
enantioseparation of 2,6-diketopiperazine derivatives with [-cyclodextrin and hydroxy

acids as components of mobile phase in liquid chromatography J. Liq. Chrom.

Relat. Technol. 36, (2013), 2580-2588; 1F3913=0.638; 15 pkt. MNiSW
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5.3 Liczbowe zestawienie calo$ci dorobku

Liczba publikacji ogotem: 19

Przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora: §

Po uzyskaniu stopnia doktora: 14
Liczba komunikatéw konferencjach oraz zjazdach naukowych: 6
Sumaryczny Impact Factor wedlug JCR, zgodnie z rokiem wydania: 43,146
Sumaryczna punktacja wg MniSW: 508
Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science, na dzien 12.01.2015: 5
Liczba cytowan wedtug bazy Web of Science, na dzien 12.01.2015: 64

Bez autocytowan: 32

5.4. Wykaz komunikatéow zjazdowych

Przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora:

1. F. Herold, A. Chodkowski, L. Izbicki, M. Krdl, J. Kleps, J. Turto, G. Nowak, M.
Dawidowski (2008) Novel 4-aryl-5,6,7,8-tetrahydro-pyrido[1,2-c]pyrimidines with
dual SSRI and 5-HT 4 activity, XXth International Symposium on Medicinal Chemistry
EFMC-ISMC, Wieden

2. F. Herold, J. Kleps, M. Wilczek, 1. Wolska, J. Turto, A. Chodkowski, M. Dawidowski
(2008) The synthesis and molecular structure of all four optical isomers of 4-phenyl-
perhydropyrido[1,2-a]pyrazine-1,3-dione, ~XXIlIrd European Colloquium on
Heterocyclic Chemistry, Antwerpia

3. F. Herold, M. Dawidowski, J. Kleps (2007) Synteza nowych pochodnych 4-arylo-2H-
pirydo[1,2-c]pirymidyny o spodziewanym dziataniu na receptor 5-HT;, oraz
transporter  serotoniny, XX  Naukowy Zjazd Polskiego  Towarzystwa

Farmaceutycznego, Katowice

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora:
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1. M. Dawidowski, F. Herold, S. Sobczak, M. Wilczek, S. Zdanowski (2012) Secondary
amino-acids and ketones as coupling partners in Ugi U-5C-4CR multicomponent
reaction. Optimization of conditions and application to synthesis of C-4 disubstituted

2,6-diketopiperazines, V Konwersatorium Chemii Medycznej, Lublin

2. M. Dawidowski, F. Herold, A. Chodkowski, M. Wilczek (2011) Application of Ugi (U-
5C-4CR) multicomponent reaction as a key step in synthesis of 2,6-diketopiperazine
derivatives with potential antiseizure activity in animal models of epilepsy, IV

Konwersatorium Chemii Medycznej, Lublin

3. M. Dawidowski, A. Chodkowski, M. Wilczek, J. Kleps, J. Turto, K. Szewczyk, F.
Herold (2010) Zastosowanie reakcji Ugi w syntezie nowych, chiralnych pochodnych
2,6-diketopiperazyny, VII Warszawskie Seminarium Doktorantow Chemikow,

Warszawa

5.5. Nagrody naukowe

1. Zespolowa nagroda naukowa II stopnia przyznana w roku 2013 przez Rektora
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, za wspotautorstwo cyklu publikacji

dotyczgcych syntezy i biosyntezy zwigzkow o aktywnosci farmakologicznej .

2. Zespotowa nagroda naukowa I stopnia przyznana w roku 2012 przez Rektora
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, za osiggniecia w zakresie syntezy nowych
aktywnych na osrodkowy uktad nerwowy zwigzkow, pochodnych pirydopirymidyny,

aminotropanu oraz diketopiperazyny.

3. Indywidualna nagroda naukowa II stopnia przyznana przez Rektora Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego w roku 2011 za rozprawe doktorskq pt. Synteza, struktura
oraz potencjalne wiasciwosci przeciwdrgawkowe nowych, chiralnych pochodnych 2,6-
diketopiperazyny, wyrozniong przez Rade Wydziatu Farmaceutycznego jako praca

summa cum laude.

4. Zespotowa nagroda naukowa II stopnia przyznana w roku 2010 przez Rektora
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, za badania zwigzane z poszukiwaniami
nowej generacji antydepresantow w grupie pochodnych pirydo[l,2-c]pirymidyny,

zwigzkow o podwdjnej wigzalnosci do receptorow 5-HT ;4 oraz biatka SERT
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5.  Zespolowa Nagroda Naukowa IIl Stopnia przyznana w roku 2008 przez Rektora
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, za publikacje The synthesis of new
diastereomers of (4S,8aS)- and (4R,8aS)-4-phenylperhydropyrrolo[1,2-a] pyrazine-1,3-

dione.

5.6. Udzial w projektach naukowych

1. ,,Pochodne kwasu 2-pirydylo-2-fenylooctowego jako nowa grupa zwigzkow o wysokiej
aktywnosci przeciwdrgawkowej w zwierzecych modelach epilepsji”. Projekt badawczy
w ramach programu IUVENTUS PLUS (MNiSW), nr. rej. [P2012 008372; Okres
realizacji projektu: 2013-2015; kierownik projektu

2. Synteza nowych pochodnych perhydropirolo[1,2-a]pirazyny o potencjalnej aktywnosci
przeciwdrgawkowej w zwierzecych modelach epilepsji”. Projekt badawczy w ramach
programu IUVENTUS PLUS (MNiSW), nr. rej. [P2011-009071;. Okres realizacji
projektu: 2012-2014; kierownik projektu

3.  ,.Synteza nowych, chiralnych pochodnych 2,6-diketopiperazyny, perhydropirolo[1,2-
a]pirazyno-1,3-dionu oraz perhydropirydo[1,2-a]pirazyno-1,3-dionu o potencjalnym
dziataniu przeciwdrgawkowym”. Grant MNiSzW nr. rej. NN405 623138; Okres
realizacji projektu: 2010-2013; gléwny wykonawca

4. ,Synteza nowych pochodnych 2,6-diketopiperazyny o spodziewanym dzialaniu
przeciwdrgawkowym w zwierzecych modelach epilepsji”. Badania wtasne w ramach
projektu badan naukowych stuzacych rozwojowi mtodych naukowcoéw (Warszawski

Uniwersytet Medyczny); Okres realizacji projektu: 2011-2012; kierownik projektu

5. ,Synteza  nowych  pochodnych  pirydo[1,2-c]pirymidyny o  aktywnosci
przeciwdepresyjnej”’. Grant MNiSzW nr. rej. NN405 065934; Okres realizacji projektu:
2009-2011; wykonawca

5.7. Autorstwo recenzji dla czasopismach naukowych

W latach 2011-2014 bytem autorem 35 recenzji artykutow naukowych dla nastepujacych
czasopism: Bioorganic and Medicinal Chemistry (5 prac), Bioorganic and Medicinal

Chemistry Letters (2 prace), European Journal of Medicinal Chemistry (10 prac), Journal of
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Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry (3 prace), Medicinal Chemistry Research (2
prace), Medicinal Chemistry (5 prac ), Molecular Diversity (4 prac), Synthesis (1 praca),
Biuletyn Wydziatu Farmaceutycznego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego (1 praca),

Drug, Healthcare and Patient Safety (1 praca), Przemyst Chemiczny (1 praca).
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